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論文内容の要　旨
【目　的】
胚と子宮内膜との相互作用を研究するための適当なモデルがないため、着床機構には未解明な点
が多く残されている。ヒト胚を用いた着床モデルの作成は実験系としては理想的ではあるものの、
ヒト胚の研究への導入は倫理的に困難であり、実験動物として有用かつ胚細胞の取り扱いの容易な
マウスにおける着床モデルの作成が、着床機構解明のために大きく寄与すると期待される。そこで
著者らは、マウス着床モデルの作成に必須な、マウス子宮内膜問質細胞を用いたin vitro脱落膜化
モデルの作成を目的として本研究を行った。
【方　法】
実験にはICR系の未熟マウス（4－5過令）を用いた。先ず子宮を無菌的に摘出し、2－4mm
角に細切した後に0．25％collagenase溶液にて37℃で60分間酵素処理することにより子宮内膜細胞
を子宮筋層より分離・回収した。回収した子宮内膜細胞懸濁液をポリエステルメッシュを用いて濾
過し、子宮内膜上皮細胞塊と未消化組織を可及的に取り除いた後に、10％FCS加DMEMを用いて
5％CO2・in airの条件下で培養し、培養液に0．1nMのestradiol（E）と100nMのprogesterone
（P）を添加することにより、脱落膜化を誘起した。脱落膜化の判定は、位相差倒立顕微鏡および
透過型電子顕微鏡による形態観察と、免疫組織化学法による脱落膜蛋白（デスミン）の検出を指標
として行った。また培養細胞を回収し塗抹標本を作製した上でデスミン染色を行い、全培養細胞中
に占めるデスミン陽性細胞の割合を経時的に算定し、デスミン陽性細胞の出現動態を観察した。多
e　禁禁票監禁監禁慧慧豊GF．I，PrOStaglandinE2を培養液
【結　果】
回収したESCの純度は平均96％であった。培養はステロイド非添加群、E添加群、P添加群、E
＋P添加群の4つの系に分けて行った。培養細胞数はいずれの系でも増加し、培養4日目には
confluentに達した。細胞数は培養21日目でステロイド非添加群およびE添加群では約10倍、P添
加群およびE＋P添加群では約2倍に増加した。Pの添加により培養細胞は、紡錐形の線維芽細胞
様の形態から円形の大型細胞へ変化すると同時に、脱落膜蛋白の一つであるデスミンの発現を認め
た。円形大型細胞の肥大した細胞質内には粗面小胞体の著しい発達を認め、細胞膜上には細胞間結
合を思わせる変化が観察された。デスミン陽性細胞の出現動態を経時的に観察したところ、デスミ
ン陽性の大型細胞が出現する以前にデスミン陽性の小型細胞が出現することが明らかとなった。デ
スミン陽性大型細胞の割合は培養14日目には全体の約30％に達し、grOWthfactorの添加により約
40％に増加した。
【考　察】
回収された細胞は抗サイトケラチン抗体、抗ビメンチン抗体を用いた免疫組織化学的検討および
超微形態学的検討の結果、子宮内膜上皮細胞や血管内皮細胞の混入率は極少量であり、大部分が目
的とした子宮内膜問質細胞であると判断された。Pの添加により培養細胞に認められた形態学的お
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よび機能的変化は、Vivoでの脱落膜化に際して認められる変化と同様のものであることから．、本培
養系ではin vitro脱落膜化の系の確立に成功したと考えられた。形態変化とデスミン産生を指標と
した本培養系における脱落膜化は、最大で全細胞中の約40％に認められたが、より広範囲に出現す
るvivoの脱落膜化と比べると低い値にとどまっていると推測される。子宮内の脱落膜細胞をとりま
く環境には、胚や子宮内膜上皮細胞が存在し、さらに多数のサイトカインあるいは成長因子を分泌
していると考えられる免疫担当細胞をはじめとする諸種の細胞が存在し、それらが複雑なネットワー
クを形成しながら脱落膜化を進行させていると推測されており、脱落膜化という生物現象に対する
理解を深めるためには、脱落膜化に関与すると思われるこれらの要因についても更に検討を要する
ことが示唆された。
【結　論】
本研究では従来報告のなかったマウスにおけるin vitro脱落膜化の系の確立に成功した。培養子
宮内膜間質細胞は卵巣ステロイドホルモンの添加により、紡錘形から円形の大型細胞へと変化する
と同時に、脱落膜蛋白の一つであるデスミンの産生能を有するに至った。また細胞質内には粗面小
胞体の発達を認め、高い蛋白合成能を有する細胞に変化したことが示唆された。これらの変化は妊
娠脱落膜細胞で観察されるものと同様であり、in vitroにおいて脱落膜化の一端が再現できたと考
えられた。
論文審査の結果の要旨
着床の成立には胚と子宮内膜細胞との相互作用が必要であることが想定されるが、本研究は、着
床で重要な役割を果たす子宮内膜問質細胞の脱落膜化のメカニズムをin vitroで調べたものである。
著者は、ICR系雌未熟マウス子宮から内膜問質細胞を分離・培養し、eStradiol（E2）と
progesterone（P）添加による細胞形態の変化、脱落膜化のマーカーとされているデスミンの発
現について調べるとともに、各種成長因子の添加による脱落膜化への影響を検討している。その結
果、
1．無処理（コントロール）群とE2添加群では、問質細胞は増殖し、培養96時間後にconfluentに
達し、10日後には細胞数は約10倍にまで増加した。一方、PとE2＋P添加培養群では、10日
後の細胞数増加は約2倍にとどまったが、本来、紡錘形の間質細胞の約30％が大型円形細胞に
変化した。竜頭観察で、大型円形細胞には粗面小胞体の発達や細胞間結合の出現を認め、また、
免疫組織化学的にデスミン産生が証明され、脱落膜化が誘起されたと考えられた。経時的に観
察すると、デスミンの産生は細胞の大型化に先行していた。
2．epidermal growth factor（EGF）、insulin－like growth factor－I（IGF－1）と
prostaglandin E2（PGE2）を添加培養すると、培養間質細胞の脱落膜化率が30％から40％
ほどに増加した。
などの所見が得られた。
以上の結果は、マウスを用いたin vitro培養系で子宮問質細胞の脱落膜化を起こすことに初めて
成功し、着床メカニズムの研究に有用なモデルを提供した点に意義があり、博士（医学）の学位論
文として価値あるものと認められる。
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